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(57) Abstract 



In order to effect enzymatical cleavage of fused proteins and to obtain desired parts of these fused proteins: (1) genetic 
engineering methods are used to modify a transitional region, in which twoi parts of the fused protein are linked together, so as to 
produce in this transitional region at least one IgA protease recogmtion s^ti^ with the amino acid sequence Y-Pro*l-X-Pro, where 
X may be any one amino acid and Y any one or more amitto acids; (2) thd/fused protein resulting from step (1) is cleaved by 
applying the IgA-protease to the position of the recognitibh site marked (3) one or more desired parts of the fused pro- 
tein are obtained after cleavage. . 

(57) Zusammenfassong 

Zur enzymatischen Spaltung von fusionierten Proteinen und Gewinnung von erwunschteil' Anteilen dieser fusionierten 
Proteine modiflziert man (1) mit gentechnischen Mitteln eine Obergangsre^on, in der zwei Anteile des fusionierten Proteins mit- 
einander verbunden sind, dass in dieser Obergangsregion mihdestens eine IgA^-Protease-Erkennungsstelle mit der Aminosaurese- 
quenz Y-Pro-l-X-Pro entsteht, wobei X eine beliebige A|iinosaure und Y eine oder mehrere beliebige Aminos^uren sein 
kann, (2) spaltet das aus Scbritt (1) resultierende fusioniecb Protein duiph IgA-Protease an der mit I- bezeichneten Position 
der Erkennungsstelle und (3) gewinnt nach der Spaltung einen oder mehrere erwQnschte Anteile des fusionierten Proteins. 
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Verf ahcen 



zur enzymatischen ^'S^paltung 
unter Verwendung von IgA 



rekombinant er 
-Proteasen 



Proteine 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur sequenzspezif ischen 
Spaltung von biotechnologisch gewonnenen Proteinen unter 
Verwendung von IgA-Eroteasen (auch als Igasen bezeichnet) und 
insbesondere ein Verf ahr en .zur Herstellung rekombinanter 
Proteine bzw. Peptide in Prokaryonten und die anschlieSende 
Entfernung einer N-tenninalen Sequenz. . 

Die biotechnologische Darstiellung von Proteinen wird vorzugs- 
weise unter Verwendung von Mikroorganismen durchgefiihrt, die 
sich leicht ziichten lassen und die Gewi'hnung des erzeugten 
Proteins auf einfache Weise gestatten. Geeignete Mikroorga- 
nismen hierfiir sind z.B. das gramnegative Bakterium Escheri- 
chia coli, das grampositive Bakteriuia Streptococcus carnosus 
sowie die Bgckerhefe Saccharoiayces cerevisiae. Die Expression 
authentischer fremder Gene in^ solchen Mikroorganismen hat 
jedoch hSufig Nachteile. In E.coli z.B. wird der translati- 
onsbedingte aminoterminale Mfethioninrest naturlicher Proteine 
von Proteasen meist effizient abgespalten. Bei fremden Pro- 
teinen geschieht diese Abspaltung des ersten Methioiiinrestes 
jedoch meist nur partiell. Ein geeigneter Weg, seiche Protei- 
ne mit einem definierten Aminoende lierziistellen, ist es da- 
her, diese zunachst in Form von fusionierten Proteinen zu 
bilden und im AnschluB mit einer seguenzspezifischen Protease 
definiert zu spalten. 

Gegeniiber authentischen Proteinen k5nnen solche fusionierten 
Proteine dariiber hinaus den Vorzug besitzen, in der Zelle des 
Mikroorganismus zu aggregieren und dichte Prazipitationskpr- 
per ("Inclusion Bodies") zu bilden, die mit geringem Auf wand 
von anderen Zellteilen abtrennbar sind und somit die Isolie- 
rung und Reinigung des gewun&chten Proteins erleichtern. 
Andererseits verleihen Tr agerproteines , die mittels gentechni- 
scher Verfahren zunachst an ein eigentlich erwunschtes Pro- 
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tein fusioniert werden, dem Fusionspartner besondere Stabili- 
tat gegen unspezif ischen proteolytischen Abbau; das Problem 
des Abbaus von Polypeptiden, die als fremd erkannt warden, 
betrif ft insbesondere die biotechnologische Darstellung klei- 
ner Peptide. Wiederum andere Tragerproteine erlauben, die 
gewiinschten Proteine in bestimmte Zellkompartimente zu steu* 
em, aus welchen. sie besonders leicht aufgereinigt werden 
konnen, wo sie besonders stabil sind und/bder wo sie fur 
Testzwecke zuganglich sind. SchlieSlich konnen Tragerproteine 
auch spezielle iSigenschaften besitzen, die eine effiziente 
Aufreinigung, z.B. durch Af f initatschromatographie , erlauben. 
Fur die ineisten Anwendungszwecke sind fusionierte Proteine 
bevorzugt, die das Tragerprotein am Aminoende und das er- 
wunschte Protein am Carboxylende tragen. Aber auch die umge- 
kehrte Version oder die Verkniipfung des erwiinschten Proteins 
mit zwei Fusionspartnern kann in bestimmten Fallen erwunscht 
sein. Weiterhin kann die Reiteration des erwiinschten Proteins 
innerhalb einer Fusion vorteilhaft sein. 

Fur die Darstellung des erwiinschten Proteins in freier Form 
aus einer derartigen Fusion ist die Spaltung der kovalent 
verbundenen Fusionspartner voneinander notwendig. Prinzipiell 
kann dies mit chemischen oder biochemischen ( enzymatischen ) 
Verfahren erreicht werden. Einschrankend wirkt sich jedoch 
dabei meist die begrenzte Spezif itat der bisher zur Verf iigung 
stehenden Verfahren aus; denn es ist wichtig, um das er- 
wiinschte Protein zu erhalten, dafl eine derartige Spaltung in 
einer Spaltsequenz zwischen den Fusionspartnern, also der 
Ubergangsregion, aber keinesfalls zusatzlich innerhalb des 
erwiinschten Proteins selbst, erfolgt. Die Spaltung der Fusi- 
onspartner muB daher hochspezif isch erfolgen* 

Bisher verwendete chemische Verfahren fiir die sequenz spezif i- 
sche Trennung von fusionierten Proteinen sind beispielsweise 
die Spaltung durch Bromcyan an der Aminosaure Methionin in- 
nerhalb eines Proteins und die Spaltung zwischen den Amino- 



sauren Asp- ' • Pro im sauren Milieu untei* Verwendung von Amei- 
sensaure. Diese Verfahren sind aber nur dann geeignet, wenn 
die spezifische Spaltstelle in; dem erwiinschten Protein, abge- 
sehen von der Ubergangsregion zum Fusidnspartner , kein wei- 
teres Mai vorhanden ist. Allgemein sind jedoch biochemische 
Spaltverf ahren chemischen Verfahren vorzuziehen, weil erstere 
meist unter physiologischen 6der zuHiindest chemisch milden 
Reaktionsbedingungen durchgef iihrt werden konnen^ die das 
erwiinschte Protein nicht schadigen* 

Biochemische Verfahren zur Spaltiing von fusionierten Protei- 
nen basieren auf der Verwendung moglichst spezifischer Pro- 
teasen. Beispielsweise spaltet Trypsin die auf die Aminosau- 
ren Arginin oder Lysin folgenden P^ptidbindungen innerhalb 
von Proteinen. Eine Erhohung der Speiifitat kann durch voran- 
gehende chemische Modifikatidn der Aminosaure Lys erzielt 
werden, wodurch sich die spezifische Erkennung auf die Amino- 
saure Arginin reduzieren laBt. Eine weitere biotechnologisch 
verwendete Protease ist Ciostripain; dieses Enzym spaltet 
Peptidbindungen zwischen de^ff Aminosaure Arginin und einer 
beliebigen darauf folgendgn Aminosaur)B. fiine Ubersicht liber 
bisher eingesetzte enzymatische Verfahren zur Spaltung von 
fusionierten Proteinen wurde%on F.A.O. Marston (In [D.M, 
Glover, E.]: DNA cloning IIi; IRL PRESS Oxford und Washington 
DC, 1987) verfaSt. Auch enzymatische Sfikltverf ahren werden 
dadurch eingeschrankt/ daB die fxir die Spaltstelle spezifi- 
sche (n) Aminosaure (n) zugleich auch in dem erwiinschten Pro- 
tein selbst vorkommeri korinenJ- Zur biodhetnischen Spaltung von 
Proteinfusionen eignen sich dafaer besoiiders Enzyme, die zur 
Spaltung nicht nur eine Aminosaure , sondern eine Abfolge von 
Aminosauren erkenn^n; denn die ifehrscheinlichkeit, dafi eine 
bestimmte Amino saureabfolge atiBer in der ' Spaltstelle zwischen 
den Fusionspartnern in dem erwunschten Protein selbst noch 
einmal vorkommt, ist umso g^rlnger/ je groSer die Anzahl der 
fiir die Erkennung und SpaltuWg ^einer Spaltsequenz notwendigen 
Aminosauren ist . 
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Proteasenr die ein bestimmtes Protein sehr spezif isch schnei- 
den, sind bekannt. Die Mehrzahl soldier selektiver Proteasen 
(die z,B* im Komplement- und Blutgerinnungs system des Men- 
schen vorkononen) spaltet zwax an einer definierten Stella des 
Substrats; bei Ubertragung der entsprechenden Spaltregion in 
ein anderes Protein (z.B. ein fusioniertes Protein) sind 
derartige Proteasen im Regelfall jedoch nicht mehr in der 
Lage, zu spalten. Die Griinde hierfiir sind vielfaltig und 
liegen beispielsweise in der Erkennung einer bestiinmten Se- 
kundSr- oder Tertiar-Struktur im Substrat durch die Protease 
Oder in der Unzuganglichkeit der Spaltstelle in fusionierten 
Proteinen. 

Die Liste sequenzspezif ischer Proteasen, die fiir die Spaltung 
von fusionierten Proteinen bisher bedingt eingesetzt werden^ 
wird zur Zeit von dem Faktor Xa angefiihrt . Diese Protease 
schneidet spezif isch die Spaltsequenz Ile-Glu-Gly-Arg- * • X, 
wobei • * - die Spaltstelle und X eine beliebige Aminosaure 
angibt. Es zeigt sich jedoch, daS auch diese Protease nicht 
generell zur Spaltung von fusionierten Proteinen, die eine 
entsprechende Spaltsequenz in ihrer Ubergangsregion tragen, 
einsetzbar ist; haufig werden solche Substrate (d.h. fusio- 
nierte Proteine, die ein erwiinschtes Protein kovalent gebun- 
den an ein Tragerprotein enthalten) iiberhaupt nicht, nur zu 
einem geringen AusmaS oder nur in loslicher Form gespalten* 

Besonders bedeutsam ist eine effiziente Spaltung von fusio- 
nierten Proteinen bei der Herstellung von rekombinanten Pro- 
teinen in prokaryontischen Organismen. Dort ist namlich die 
Klonierung einer DNA-Sequenz erf orderlich, die ein AUG als 
initiationscodon vor dem Beginn der eigentlichen DNA-Sequenz 
enthalt. Als Folge davon wird in Prokaryonten wie z.B. E. 
coli ein rekombinantes Protein expriiciiert / das elnen Methio- 
ninrest an Aminosaureposition -1 enthalt. 
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In vielen Fallen ist jedoch eihe Bereitstellung von in Posi- 
tion 1 methioninfreien rekoHibinanten Proteinen erforderlich. 
Die Gewinnung solcher Proteine aus Prokaryonten kann z.B. 
fiber eine Methionin-spezif ische Peptidase erfolgen, die das 
N-tenninale Methionin abspaltet. Dieses Verfahren ist jedoch 
sehr aufwendig, da die Abspaltung nur iiber Proteinseguenzie- 
rung uberprfift werden kann. AuSerdem ist eine Trennung von in 
Position -1 Methionin-haltisr^ und methioninfreiem Protein 
aufgrund des fast identischeh Molekiilargewichts sehr schwie- 
rig und kann damit nur unvollstandig erreicht werden. 

Die PCT-Araneldung WO84/0235:i offenbart die Abspaltung N-ter- 
minaler Aminosauren von einW Pusionsprotein. Dabei konnen 
mehrere Aminosauren des Proteins vom N-Terminus her durch 
schrittweises Abspalten durch eine Exopeptidase , vorzugsweise 
Leucinpeptidase, bis zu einet Seqiienz X-Pro entfernt werden. 
Die Sequenz X-Pro wird aus diesenr Produkt entweder in zwei 
Schritten oder in einer I-S6hritt-Reaktion unter=-Verwendung 
von Postprolin-Dipeptidyl-Aaiihppeptidase (EC 3.4.14.) abge- 
spalten. Dieses Verfahren besitzt jedoch den Nachteil, daS 
bedingt durch das schrittwieise Abspalten der Aminosauren vom 
N-Terminus des Proteins kein einheitliches Produkt, sondern 
immer ein Produkt gemisch entstehen mu6; das neben dem ge- 
wunschten Produkt sowohl unvollstandig als auch zu weit abge- 
baute Proteine enthSlt. 

Ein weiteres Verfahren zuf enzymdtifiichen Spaltung eines Pusi- 
onsproteins ist aus dem europSischen Patent Nr. 0 020 290 
bekannt. Bei diesem Verf ahx'en wird das Ehzym Collagenase zum 
Abspalten des Fusionsanteils eines Proteins von einer be- 
stimmten Erkennungs sequenz ve'rwendet. banach k5nnen weitere 
Aminosauren des Fusionsanteils anschlieSend durch weitere 
enzymatische Behandlung entfernt werden. Es wurde jedoch 
festgestellt, daB Collagenase und auch andere Endopeptidasen 
nur eine geringe Spezifitat besitzen (siehe Biochim. Biophys 
Acta 271 (1972), 133-144). iiberdies sind die Collagenasen nur 
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bei Proteinen aktiv, die eine spezifische raumliche Struktur 
besitzen. 

Auch die Verwendung des bereits erwahnten Faktor Xa zur Ab- 
spaltung eines N-terminalen Fusionsanteils von Proteinen ist 
bekannt. Doch auch dieses Verfahren zeigt neben den bereits 
erwahnten Probleinen der Spaltungsef f izienz weitere Nachteile, 
und zwar in der Art, daB moglicherweise auch interne Sequen- 
zen des Proteins erkannt und gespalten werden. Dariiberhinaus 
muS Faktor Xa aus Rinderserum isoliert werden, wodurch bei 
der Spaltung therapeutisch verwendeter Proteine anschlieSend 
eine aufwendige Reinigung und Analytik erforderlich ist, um 
eventuell vorhandene Pathogenitatsf aktoren bzw, Viren nachzu- 
weisen. 

Verschiedene pathogene Bakterienarten {z*B» der Gattung Neis- 
seria, wie Neisseria gonorrhoea und Neisseria meningititis 
Oder der Gattung Haemophilus wie Haemophilus influenzae und 
Haemophilus aegypticus), die auf der menschlichen Schleimhaut 
wachsen, sekretieren untereinander in ihrer Seguenz nahe 
verwandte Proteasen, die spezif isch fiir menschliches IgAl 
sind und daher zusammenf assend als IgA-Proteasen oder Igasen 
bezeichnet werden. Das Immunglobulin IgAl ist eine wichtige 
Komponente der sekretorischen Immunantwort , die gegen Infek- 
tionen solcher pathogener Organismen dchiitzen soil (Uber* 
sicht: Kornfeld und Plaut, Rev. Infect. Dis. 3 (1981), 521- 
534). Daneben spaltet die IgA-Protease auch ihr eigenes Vor- 
lauferprotein durch Autoproteolyse. Die Bildung der IgA-Pro- 
tease aus Neisseria gonorrhoeae MSll im authentischen Bakte- 
rienstamm sowie in gramnegativen Wirtszellen wurde bereits 
ausfuhrlich beschrieben (.DE 36 22 221.6). 

Die IgA-Protease spaltet folgende Erkennungssequenzen, wie 
z.B. bei Pohlner et al., (Nature 325 (1987), 458-462) 
beschrieben: 
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1 . Pro-Ala-Pro- ' • Ser-Pro 

2 . Pro-Pro- ' • Ser-Pro 

3 . Pro-Pro- ' - Ala-Pro 

4 . Pro-Pro- ' • Thr-Pro 



Dabei bedeutet das Symbol - « - jeweils die Schnittstelle durch 
die IgA-Protease. Die Klonierung der IgA-Protease ist z.B 
bei Pohlner et al., 1987, supra beschrieben. 

Es war daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein verbes 
sertes Verfahren zur biochemischen ( enzymatischen ) Spaltung 
von fusionierten Proteinen bereitzustellen, so daS gentechno- 
logxsch hergestellte fusionierte Proteine, bestehend aus 
beliebigen Pusionspartnern lind einer s^ezifischen Spaltse- 
guenz in der Ubergangsregion , als Substrat fiir die Gewinnung 
erwunschter Proteine mit moglichst hoher Ausbeute und repro- 
duzierbar eingesetzt werden konnen. 

Diese Aufgabe wurde gentechnologisch gelost durch die Erftth- 
rung der Erkennungsstelle bzw. Spaltsequenz Pro- • • X-Pro in 
die iibergangsregion von fusionierten^Proteinen und durch die 
spezifische Spaltung dieser Spaltsequenz durch eine IgA-Pro 
tease an der mit - • - bezeichneten Spaltstelle, wobei X vor 
zugsweise fiir die AminosSuren Ser, Thr und Ala und besonders 
bevorzugt fiir Ser oder Thr steht, aber auch ffir andere Amino- 
sauren stehen kann. 



Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Ver- 
fahren zur enzymatischen Spaltung von fusionierten Proteinen 
und Gewinnung von gewiinschten Anteilen dieser fusionierten 
Proteine, welches dadurch gekennzeichnet ist, 
(1) mit gentechnischen Mitteln eine Obergangsregion, in der 
zwei Anteile des fusionierten Proteins miteinander ver- 
bunden sind, so modifiziert, daS in dieser tibergangsre- 
gion mindestens eine IgA-Protease-Erkennungsstelle mit 
der Aminosauresequeoz Y-Pro- • - x-Pro entsteht, wobei X 
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eine beliebige Aminosaure und Y einie oder mehrere belie- 
bige Aminosauren sein kann, 

(2) das aus Schritt (1) resultierende fusionierte Protein 
durch IgA-Protease an der mit • ' • bezeichneten Position 
der Erkennungsstelle spaltet und 

( 3 ) nach der Spaltung einen oder mehrere erwanschte Anteile 
des fusionierten Proteins gewinnt. 

Unter den Begriff "IgA-Protease" gemafl vorliegender Erfindung 
fallen Proteasen, welche spezifisch IgA spalten, die bei- 
spielsweise in Rev. Infekt. Dis.3 (1981) 521-534 beschrieben 
sind. Ebenso geeignet sind aber auch rekombinante IgA-Protea- 
sen, wie sie beispielsweise in DE-A 36 22 221, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 79 (1982) 7881-7885, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 80 (1983) 2681-2685, Nature 325 (1987) 458-462 und EMBO 
Jour. 3 (1984) 1595-1601 beschrieben sind.. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren erfolgt die Modifizierung 
einer tJbergangsregion von fusionierteh Proteinen vorzugsweise 
derart, daS in die tJbergangsregion eines fusionierten Pro- 
teins Nukleotidsequenzen eingebaut werden, die fiir eine igA- 
Protease-Erkennungsstelle oder einen Teil davon . kodieren , 
wobei diese Nukleotidsequenzen vor oder/und hinter einen oder 
mehrere, fur erwunschte Anteile der Proteihfusion kodierenden 
DNA-Abschnitte eingebaut werden. Vorzugsweise verwendet man 
zu diesem Zweck Nukleotidabfolgen, die auf chemischem Weg 
synthetisiert worden sind. 

Uberraschenderweise wurde festgestellt, daS das erf indungsge- 
mafle Verfahren insbesondere auch zur Spaltung von fusionier- 
ten Proteinen geeignet ist, die ursprUnglich (d.h-. vor der 
Modifikation der tibergangstegion ) keine natiirliche IgA-Pro- 
tease-Erkennungsstelle aufweisen. 

Die IgA-Protease-Erkennungsstelle fur das erf indungsgemaBe 
Verfahren weist die Aminosaure-Konsensussequenz Y-Pro- » • X-Pro 



auf . Dabei kann X eihe beliebige Aminosaure und Y eine oder 
mehrere beliebige Aminosauren bedeuten. Vorzugsweise bedeutet 
X Serin, Threonin oder Alaiiln, besonders bevorzugt Serin oder 
Threonin. Y steht vorzugsweise fiir raeKrere Aminosauren, die 
mit der Seguenz Pro, Pro-Ala, Arg-Pro, Pro-Arg-Pro, Ala-Pro- 
Arg-Pro oder Pro-Ala-Pro-Arg-Pro enden. 

Das erfindungsgemSBe Verfahren bexnhaltet daher, daS eine 
IgA-Protease-Erkennungsstelie mit mindestens der Konsensus- 
Spaltsequenz Pro- ' - X-Pro in die Obergangsregion eines belie- 
bigen fusionierten Proteins, z.B. zwischen Tragerprotein und 
dem erwiinschtem Protein eingefuhrt tond zur Abspaltung und 
Gewinnung des erwiinschten Proteins durch IgA-Protease benutzt 
werden kann. Dabei werden ia der Spaltsequenz Pro- • • X-Pro 
vorzugsweise die Aminosauren Ser, Ala oder Thr in der Positi- 
on X eingesetzt. Zur Weiteren Optimiferung der Spaltung an der 
bezeichneten Stelle konnen der Spaltsequenz weitere spezielle 
Aminosauren vorgeschaltet werden, insbesondere die Aminosaure 
Pro. 

Besonders bevorzugt sind die AminosSiiresequenzen 

a) Pro-Ala-Pro- Ser-Pro, 

b) Pro-Pro- Ser-Pro, 

c ) Pro-Arg-Pro-Pro- ' • Ala-Pro 

d) Pro-Pro- Thr-Pro, 

e) Ala-Pro-Arg-Pro-Pro- Thr-Pro Oder ■ 

f ) Pro-Ala-Pro-Arg-Pro-Pro- • - Thr-Pro.: 

Bei Anwendung des erf indungsgemaBen Veiffahrens auf die Spal- 
tung von fusionierten Proteinen, in deneh das erwAnschte 
Protein einem Tragerprotiein nachgeschal'tet ist, entsteht nach 
Spaltung durch IgA-Protease eln Protein, dessen Aminoterminus 
durch die Sequenz X-Pro charakterisiert ist. Diese Sequenz 
kann als Teil des erwunschten Proteins vbh Vorteil, nachtei- 
lig Oder aber belanglos seiii.;; Von Vorteil ist diese Sequenz 
im allgemeinen dann, wenii das g^htechiiologisch dargestellte 
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erwiinschte Protein auch in seiner naturlichen Form die ent- 
sprechenden beiden Aminosauren X-Pro an seinem Aminoterminus 
enthalt. Durch ein aminoterimnales X-Pro charakterisierte 
Proteine, die biotechnologisch wichtig sind, konmen in der 
Natur vor. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren besitzt gegentiber alien ande- 
ren bekannten Verfahren zur Spaltung von Proteinfusionen die 
Vorziige, daB es iiberraschenderweise universell auf fusionier- 
te Proteine, die in ihrer Ubergangsregion die angegebene 
Spaltsequenz tragen, anwendbar ist und daS es sowohl auf 
unlosliche, losliche, membranassoziierte xind zellgebundene 
Proteinfusionen angewendet werden kann. Als besonderen Vor- 
teil bietet das Verfahren dariiber hinaus die Moglichkeit, 
fusionierte Proteine bzw* Proteinfusionen in Form von Prazi- 
pitationskorpern zu spalten, derart wie sie in Mikroorganis- 
men anf alien und von wo sie . als solche leicht angereichert 
werden konnen. Ein weiterer Vorteil des Veirfahrens besteht 
darin, daS das verwendete Spaltenzym, Igase, mit geringem 
Aufwand aus Kulturmedien von nichtpathogenen Bakterien gewon- 
nen werden kann. 

Der Einbau der Spaltsequenz fur Igase in die Ubergangsregion 
einer Proteinfusion erfolgt durch gentechnische Mittel. So 
kann beispielsweise eine Abfolge von Nukleotiden bzw. eine 
Nukleotidsequenz , die fur eine Spaltsequenz oder einen Teil 
davon kodiert, chemisch synthetisiert und zwischen die DNA- 
Abschnitte fur ein Tragerprotein und ein erwunschtes Protein 
mittels bekannter gentechnischer Mittel eingebaut werden. 
Entsprechend kann auch eine natCirliche Abfolge von Nukleoti- 
den/ die fiir eine geeignete Spaltsequenz oder einen Teil 
davon kodiert, eingebaut werden. Das fiir eine Proteinfusion 
kodierende Gen wird vorzugsweise unter die Kontrolle von 
geeigneten (vorzugsweise induzierbaren ) Expressions signalen 
gestellt, so daB eine den Anforderungen entsprechende Produk- 
tion von fusionierten Proteinen ermoglicht wird. Als Wirts- 
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zellen f iir die Produktion voii Proteinfusionen konnen 
geeignete prokaryontische oder eukaryontische (pflanzliche 
wie tierische) Zellen verwefl^et werden; aber auch zellfreie 
Systeme sind ro6glich.-Die d^ei verW4n|ieten Tragerproteine 
konnen beliebige Funktionen beinhalten, je nachdem welche 
Eigenschaften sie einer Proteinf usion verleihen sollen wie 
bestinnnte Transportfunktione^, Funktionen, die die Aufreini- 
gung der Proteinf usion oder deren Stabilitat verbessern und 
vieles mehr. Bevorzugte Tragerproteine. sind weiter unten 
erlautert. 

Die dem erfindungsgeinaSen Verfahren entsprechende Spaltung 
von Proteinfusionen erfolgt bevorziagt mit Igase, die von 
einem uberproduzierenden nic^t-patho^ehen Bakterienstamm 
gebildet und durch Reinigung aus Kulturiiberstanden gewonnen 
wird (siehe z.B. DE-36 22 221). 

Das erf indungsgemaSe Verfahricai kann fiir praparatiye wie auch 
fiir analytische Zwecke eingeietzt werden. Bei praparativem 
Einsatz dient das Verf ahrenvder biotechnologischen Gewinnung 
wichtiger Proteine, die z.B. in der Me4izin, in der For- 
schung, im Umweltschutz oder bei industriellen Prozessen bzw. 
Produkten Verwendung finden Minnen. Bei analytischem Einsatz' 
kann das Verfahren beispiel^ise in Verbindung mit geeigne- 
ten Expressionssystemen zur ' Rb^tineuritersuchung von Genfusio- 
nen dienen. 

Eine bevorzugte Ausfiihrungsfonn des erf indungsgemSBen Verfah- 
rens zur enzymatischen Spaltung vofl fusionierten Proteinen 
und Gewinnung von erwunschten Anteilen dieser fusionierten 
Proteine ist dadurch gekennz^^ichnet, da6 man 
(1) eine Zelle mit einer rekombinanten DNA oder einem rekom- 
binanten Vektor transf onniert , wobei die DNA bzw. der 
Vektor mindestens eine Kopie eines Gens enthSlt, das fur 
ein fusioniertes Protein kodiert, das mindestens eine 

IgA-Protease-Erkennungs,stelle in einer Obergangsregion 
enthalt, ^ 
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(2) die trans formierte Zelle in einem geeigneten Medium 
kultiviert ^ 

(3) das fiir das fusionierte Protein kodierende Gen in der 
transformierten Zelle zur Expression bringt^ 

(4) das fusionierte Protein mit IgA-Protease spaltet und 

(5) einen oder mehrere erwiinschte Anteile des fusionierten 
Proteins isoliert. 

Dabei kann die Behandlung des fusionierten Proteins mit IgA- 
Protease im Medium ( Kulturbriihe ) ^ nach dem Zellauf schlufi 
oder/und nach teilweiser oder vollstandiger Abtrennung von 
zellularen Proteinen erfolgen* 

Zur Behandlung eines fusionierten Proteins^ vorzugsweise 
eines prokaryontischen Expressionsprodukts^ ist es weiterhin 
bevorzugt, die IgA-Protease in an sich dem Fachmann bekannter 
Weise, beispielsweise wie in EP-B 0 141 223 oder EP-B 0 141 
224 beschrieben, zu immobilisieren* 

Eine besonders bevorzugte Anwendung des erf indungsgemaQen 
Verfahrens ist die Herstellung rekombinanter Proteine bzw. 
Peptide ohne N-terminalen Methioninrest aus fusionierten 
Proteinen bzw. Peptiden mit der Aminosauresequenz Met-Y- 
Pro- * • X-Pro-A^ worin X fiir eine beliebige Aminosaure, vor- 
zugsweise fiir Thr, Ala oder Ser steht, Y eine oder mehrere 
beliebige Aminosauren bedeutet, die vorzugsweise, wenn X fiir 
Thr Oder Ala steht, mit Pro endet oder, wenn X fiir Ser steht, 
mit der Sequenz Pro-Ala oder mit Pro-Pro endet, und A eine 
beliebige AxninosMuresequenz bedeutet. Dabei spaltet man das 
fusionierte Protein bzw. Peptid mit IgA-Protease und erhalt 
ein Spaltprodukt mit der Aminosauresequenz X-Pro-A. Bei- 
spielsweise beinhaltet dieses Verf ahren zur Herstellung re- 
kombinanter Proteine aus prokaryontischen Zellen ohne N- 
terminalen Methioninrest die folgenden Schritte: 
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(1) Transformieren einer prokaryontischen Zelle lait einem 
Gen^ das fiir ein Protein bzw. Peptid jnit der Aminosaure- 
sequenz Met-Y-Pro- ' • X-Pro-A kodiert^ worin X, Y und A 
die obengenannten Bedeutungen besitzen, 

(2) Kultivieren der trans formiert en Zelle in einem geeigne- 
ten Medium und Exprimieren des trans formiert en Gens, 

(3) Spalten des . Expressionsprodukts aus der trans formiert en 
Zelle mit der Aminosaureseguenz Het<-Y-Pro- ^ • X-Pro-A 
durch IgA-Protease und 

(4) Isolieren des resultierenden Spaltprodukts mit der Ami-- 
nosauresequenz X-Pro-A ohne N-terminalen Methioninrest . 

Durch das erf indungsgemaBe Verfahren las sen sich mit iiberra- 
schend hoher Ausbeute und guter Spezif itat in einem Schritt 
Proteine ohne N-terminalen Methioninrest gewinnen, welche die 
N-terminale Sequenz X-Pro besitzen, wobei X vorzugsweise Thr, 
Ala Oder Ser bedeutet. 

Der Trageranteil Y des fusionierten Proteins bedeutet eine 
Aminosaureseguenz mit mindestens 1, vorzugsweise bis 100, 
besonders bevorzugt 1 bis 50 Aminosauren, die mit einer von 
der IgA-Protease erkannten Spaltungssequenz endet. Steht X 
fiir die Aminosaure Serin, so endet Y vorzugsweise mit der 
Sequenz Pro-Ala oder Pro, Steht X fiir Thr oder Ala, so endet 
Y vorzugsweise mit Pro, mehr bevorzugt mit Arg-Pro, 
Pro-Arg-Pro oder Ala-Pro-Arg-Pro. 

In einer besonders bevorzugten Aus fiihrungs form steht Y fiir 
mindestens 5 Aminosauren, die mit der Sequenz Pro-Ala- Pro- 
Arg-Pro enden. Fiir das erf indungsgemaBe Verfahren sind jedoch 
an sich alle von der IgA-Protease erkannten Spaltstellen 
geeignet • 

Der Trageranteil Y kann daneben noch weitere an sich beliebi- 
ge Aminosauren, vorzugsweise bis 100, besonders bevorzugt bis 
50 Aminosauren enthalten. Vorzugsweise werden jedoch hierfiir 
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solche Aminosaureseguenzen verwendet:, die auf DNA-Ebene die 
Expression des Proteins Met-Y-Pro- * • X-Pro-A verbessern 
Oder /und auf Aioinosaureebene seine Auf reinigung aus der Zelle 
erleichtern. 

Die Expression des Proteins Met-Y-Pro- < • X-Pro-A auf DNA-Bbene 
kann beispielsweise durch Fusion mit Fragmenten des B-*Galac- 
tosidasegens verbessert werden, d.h. der Trageranteil Y um- 
faBt einen Teil des B-6alactosidase-Proteins. Andere Moglich- 
keiten^ die Expression des Proteins Met-Y-Pro- ' • X-Pro-A zu 
erhohen^ sind dem Fachmann bekannt. Durch Fusion mit anderen 
Polypeptiden, insbesondere mit hochgeladenen (z.B. poly(Lys, 
Arg)) Oder an bestimmte Substanzen mit hoher Affinitat bin- 
denden (z.B. Streptavidin ) Polypeptiden bzw. Proteinen kann 
die Reinigung und Abtrennung des Expressionsprodukts erleich*- 
tert werden (siehe z.B. EP-A 0 089 626, EP-A 0 306 610) • 

Weiterhin ein Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein 
fusioniertes Protein, das mehrere Polypeptidanteile enthalt 
und das eingebaut in mindestens einer tlbergangsregion zwi- 
schen verschiedenen Polypeptidanteilen eine oder mehrere IgA- 
Protease-Erkennungsstellen mit der Aminosauresequenz Pro- ^ • X- 
Pro aufweist^ wobei X eine beliebige Aminosaure, vorzugsweise 
jedoch Ser, Thr oder Ala bedeutet. Besonders bevorzugt be- 
sitzt die Erkennungsstelle die Aminosauresequenz (a) Pro-Ala- 
Pro- Ser-Pro, (b) Pro-Pro- J • Ser-Pro, (c) Pro-Arg-Pro- 
Pro- » -Ala-Pro, (d) Pro-Pro- ^ • Thr-Pro, (e) Ala-Pro-Arg-Pro- 
Pro- J • Thr-Pro oder (f) Pro-Ala-Pro-Arg-Pro-Pro- « • Thr-Pro, 
wobei • « • die Spaltstelle angibt. 

Die vorliegende Erfindung beinhaltet insbesondere auch ein 
Protein bzw. Peptid mit der Aminosauresequenz Met-Y- 
Pro- ^ * X-Pro-A, worin X vorzugsweise fur Thr, Ala oder Ser 
steht, Y eine oder mehrere beliebige Aminosauren bedeutet 
und vorzugsweise, wenn X fiir Thr oder Ala steht> mit Pro 
endet oder, wenn X fiir Ser steht, mit der Sequenz Pro-Ala 
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Oder Pro endet, und A eine beliebige Andnosauresequenz bedeu- 
tet. Bin derartiges Protein bzw. Peptid wird nach dem erfin- 
dungsgemaBen Verfahren durch^ Transformation einer prokaryon- 
tischen Zelle mit einem rekombinanten Vektor exprimiert^ der 
mindestens eine Kopie.eines Gens enthalt, das fiir ein derar- 
tiges Protein bzw. Peptid kodiert. 

Die Seguenz A kann fiir eine beliebige Aminosaureseguenz ste- 
hen. Gtinstigerweise befindet sich jedoch innerhalb dieser 
Aminosaureseguenz keine weitere Spaltstelle fiir die IgA-Pro- 
tease. -c-?*' 

Weiterhin ein Gegenstand der vorlie^fenden Erf indung ist eine 
rekombinante DNA, die fiir ein erf indungsgexnaQes Protein bzw* 
Peptid kodiert und worin 'in -thinde^tens einer iJbergangsregion 
des fusionierten Proteins eine oder mehrere IgA-Protease- 
Erkennungsstellen bzw. Spa^tseguexizen eingebaut sind. 

Eine erf indungsgemaBe rekombinante I^A ist auf eine dem Fach- 
mann auf dem Gebiet deir Molekularbiologie bekannte Weise 
erhaltlich. tiblicherweise wird hierzu ein Vektor, der eine 
fiir die Aminosaureseguenz i A kodierende DNA-Seguenz enthalt, 
mit Restriktionsehdonukleasre(n) im Bereich des 5'-Ende dieses 
Gens gespalten und mit Oligohukleotiden, welche die gewiinsch- 
te Seguenz enthalten, religifert. Das Oligonukleotid muB dabei 
eine Seguenz enthalten, die fiir eine Spaltstelle der IgA- 
Protease oder einem Teil davon kodiert. 

Weiterhin ein Gegenstand^ der Erf indung ist auch ein rekombi- 
nanter Vektor, der mindestens eine Kopie einer erfindungsge- 
maBen rekombinanten DNA enthalt. Die zur Proteinexpressioh in 
prokaryontischen Organismen Igfeeigneten Basisvektoren sind dem 
Pachmann bekannt. Dieser Vektor. ist giinstigerweise ein sol- 
Cher, der eine hohe Expression der erf indungsgemaBen rekombi- 
nanten DNA erlaubt. Vorzugsweise befindet sich die rekombi- 
nante DNA auf dem Vektur unter Kontrolle eines induzierbaren 
Expressionssignals (z.B. X, tac, lac odier trp Promoter). 
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Der erf indungsgemaBe Vektor kann sowohl extrachromosomal 
(z.B. Plasinid) als auch im Genom des Wirtsorganismus inte- 
griert (z.B* Bakteriophage Lambda) vorliegen. Vorzugsweise 
ist der erf indungsgemaBe Vektor ein Plasmid. Vektoren^ die 
sich jeweils fiir die Genexpression in einem bestimmten WirtSr- 
organismus eignen, sind dem Fachmann auf dem Gebiet der Mole- 
kularbiologie bkeannt* Es kann sich um einen eukaryontischen, 
vorzugsweise aber um einen prokaryontischen Vektor handeln. 
Beispiele fiir zur Expression der erf indungsgemaSen DNA in 
Prokairyonten geeignete Vektoren sind etwa kommerziell erhalt- 
liche pUC- und pUR- Vektoren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Zelle, vor- 
zugsweise eine prokaryontische Zelle^ besonders bevorzugt 
eine E. coli Zelle, welche mit der erf indungsgemaflen rekombi- 
nanten DNA oder/und einem erf indungsgemaBen rekombinanten 
Vektor transf ormiert ist. 

Beispiele fur Proteine, welche die N-terminale Sequenz X-Pro 
besitsen, wobei X Thr, Ala oder Ser bedeutet^ und die durch 
das erf indungsgemaBe Verf ahren in einem Schritt gewonnen 
werden konnen, sind etwa menschliches Erythropoietin, die B- 
Kette des menschlichen T-Zell-Rezeptors und insbesondere der 
menschliche . Granulozyten-stimulierende Faktor (6-CSF) • 

G-CSF wird als Lymphokln von aktivierten Monozyten, . Makropha- 
gen sowie von einer Reihe anderer Zellinien synthetisiert. 
Lymphokine sind an der Reifung von Z alien des Immun- bzw. 
Blutzellensystems beteiligt. Sie stimulieren die Reifung von 
Knochenmark«»Stammzellen zu ausdif f enzierten Zellen. So indu- 
ziert G-CSP z.B. die Bildung von Neutrophilen und Granulozy- 
ten. 

Da G-CSF in der Lage ist, die Population von neutrophilen 
Zellen innerhalb kurzer Frist erheblich zu steigern, ergeben 
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sich fiir G-CSF betrachtliche therapeutische Anwendungsf elder. 
So konnte G-CSF z.B. nach Chemother^pije bei Krebs, bei der 
die Zellen des Immunsy stems zerstort werden, eingesetzt wer- 
den. Weiterhin konnte man 6-CSF bei Knochenmark-Transplanta- 
tionen, bei schweren Brand*Tinden, bei durch Immunschwache 
bedingten opportunistischen Infektionen und bei Leukamie 
verwenden. 

G-CSF ist ein sekretorisches Proteinmolekiil . Das primare 
Trans lationsprodukt enthalt d^her elne N-terminale Signalse- 
quenz^ die bei der Sekretion abgespalten wird, so da6 die 
Sequenz von reifem 6-CSF mit den Aminosauren Thr(+l)-Pro(+2) 
(Aminosaurepositionen +1 und +2) beginnt. Bei der Produktion 
von G-CSF in Prokaryonten w±rd dieses Signalpeptid nur 
schlecht Oder gar nicht abgespalten, so da6 zur Bereitstel- 
lung von G-CSF ohne Signalsequenz aiis Prokaryonten ein 
AUG (Met) als Initiationscoddn vor den Beglhn der fiir relfen 
6-CSF kodierenden DNA-Sequenz, die auf Proteinebene mit 
Thr(+l)-Pro(+2) beginnt, k^oniert werd^n inxiB. Als Folge davon 
wird in Prokaryonten, wie E.coli, ein G-CSF exprimiert, das 
ein Methionin an AminosSurepositioh -1 enthalt. 

Durch das erf indungsgemaBe Verf ahren kann ein in Aminosaure- 
position -1 methioninfreier G-CSF aus Prokaryonten, der mit 
den AminosMuren Thr(H-l)-Pro(+2) beginttt, auf einf ache Weise 
hergestellt werden. 

Dies geschieht, indem man ein Derivat eines G-CSF aus Proka- 
ryonten gewinnt, welches in Position +1 und +2 der Aminosau- 
re-Sequenz die Aminosauren Thr(+l)-Prtf(+2) und davor ab 
Position -1 der Aminosauresl^fuenz eine Aminosauresequenz 
enthalt, welche von IgA-Protiease erkannt und von der Amino- 
sauresequenz des G-CSF, welbhe mit Thr(+1 )-Pro(2+) beginnt, 
abgespalten werden kann. 
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm enthalt das D^rivat In 
Position -1 und -2 je ein Pro, in Position -3 bis Position -1 
die Aminosauresequenz Arg-Pro-Pro, in Position -4 bis -1 der 
Aminosauresequenz Pro-Arg-Pro-Pro oder in Position -5 bis 
Position -1 die Aminosauresequenz Ala-Pro--Arg-Pro-Pro . 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsf orm enthalt das 
Derivat von Position -6 bis Position -1 die Aminosauresequenz 

-6 -5 -4 -3 -2 -I 
Pro-Ala-Pro-Arg-Pro-Pro . 

Unter G-CSF im Sinne der Erf indung wird natiirlich vorkoimnen'- 
des G-CSF, dessen Sequenz beispielsweise in Science 232 
(1986) 61 offenbart ist, sowie davon abgeleitete Derivate mit 
Granulozyten-stimulierender Wirksamkeit, deren Aminosaurese- 
quenzen mit X(+l)-Pro(+2) beginnen, verstanden. X steht fiir 
Thr, Ser oder Ala, besonders bevorzugt fiir Thr. 

Das erf indungsgemaBe G-CSF-Derivat kann nach Expression in 
Prokaryonten durch Behandlung mit IgA-Protease zwischen Posi- 
tion +1 und -1 (zwischen Thr(+1) und Pro(-l)) gespalten wer- 
den. Damit wird durch einen einzigen Hydrolyseschritt ein in 
Position -1 methioninfreier erhalten, dessen Aminosau- 

resequenz N-terminal mit den Aminosauren Thr ( -i-l ) -•Pro ( +2 ) des 
natiirlich vorkommenden G-CSF beginnt. 

Bei der Expression von G-CSF in Prokaryonten werden schwer- 
losliche Aggregate (refractile bodies) gebildet, die inaktiv 
sind^ Bevor das Protein z.B. fiir therapeutische Zw&cke ver- 
wendet werden kann, muS es in seine aktive Form libergefiihrt 
werden. Bei den dem Fachmann gelaufigen Verfahren (vgl. z.B. 
EP-A 0 219 874, EP-A 0 114 506, WO 84/03711) wird zunachst 
eine Solubilisierung durch Zugabe von Denaturierungsmitteln 
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durchgefuhrt, an die sich eine Renaturierung und gegebenen- 
falls weitere Reinigungsschjritte anschlieiBen. Die Behandlung 
des erfindungsgemaSen Proteins mit IgA-Protease kann vor 
Solubilisierung, nach Solubilisierung oder erst nach der 
Renaturierung erfolgen. F^lls direkt nach Solubilisierung die 
Behandlung mit IgA-Protease durchgefuhrt werden soli, mu6 das 
Solubilisierungsmittel (z.B. Guanidin-Hydrochlorid oder Harn- 
stoff ) durch Dialyse vor Zugabe der IgA-Protease abgetrennt 
werden. Vorzugsweise wird die Behandlung mit IgA-Protease 
jedoch nach Renaturierung durchgefuhrt, da in diesem Pall die 
Ausbeuten an G-CSF besond^rs hoch sind.' 

Die Bedingungen fiir die Behandlung von G-CSF bzw. eines ande- 
ren zu spaltenden Proteins mit IgA-Pfoteasen sind an sich 
unkritisch. Es ist jedoch beVorzugtV dabei G-CSF (bzw. ein 
anderes Protein) zu IgA-Protease ito Gewichtsverhaltnis 1 : l 
bis 100 : 1 einzusetzen. Die Umsetzung irfolgt bevorzugt in 
gepufferter wSssriger liSsung von pH 6,5 bis 8,5. Die Puffer- 
konzentration liegt vorzugsweise im Ber^ich zwischen 50 und 
300 nunol/l, gegebenenf alls unter Zusatz von 20 - 100 mmol/l 
Natriumchlorid. Vorzugsweise 'erf olgt die Spaltung bei Raum- 
temperatur iiber 20 - 60 Mina'i^n. 

Nach Solubilisierung, Renaturierung und Spaltung mit IgA- 
Protease wird das so ei^aliene Spaltprodukt vorzugsweise iiber 
lonentauscher und GroBenfraktionierung gereinigt. 
Die Verunreinigung des auf diese Weise hergestellten und in 
Position -1 methioninfreien G-CSF durch andere Proteine liegt 
unter 0,1 %, vorzugsweise untier 10-3 %, 

In Position -1 methioninfreies 6-CSF kann durch Spaltung mit 
IgA-Protease also praktisch guantitativ von dem Methionin 
enthaltenen Fusionsprotein getrennt bzw. gereinigt werden. 

Durch das erf indungsgemaSe V'erfahren kann ein rekombinanter 
6-CSF aus Prokaryonten erhalten werden, der zu weniger als 
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0,1 %, vorzugsweise zu weniger als lO^^ % durch anderere 
Proteine verunreinigt und quantitativ frei von einem G-CSF 
aus Prokaryonten ist, welcher in Position -1 ein Methionin 
enthalt . 

Ein Gegenstand der Erfindung ist auch ein Arzneimittel auf 
Basis eines durch das erf indungsgemafle Verfahren gewonnenen 
G-CSF aus Prokaryonten als Wirkstoff , gegebenenfalls zusasaaen 
mit iiblichen pharmazeutischen Trager-, Fiill- und Hilfstoffen. 
Eine solches Arzneimittel ist insbesondere fiir therapeutische 
Behandlungen, bei denen die Bildung von Granulozyten, insbe- 
sondere von Neutrophilen angeregt werden soil, geeignet. 

Die erfindungsgemaBen pharmazeutischen Praparate kommen vor- 
zugsweise als Injektions- und Xnfusionslosungen zum Einsatz. 
Dies kann d^durch geschehen, daB eine bereits spritzf ertige 
Losung zur Verfiigung gestellt wird, die die erfindungsgemaBe 
Zusammensetzung besitzt* Es ist jedoch auch moglich, die 
pharmazeutischen Praparate in Form von Lyophilisaten zur 
Verfiigung zu stellen. Diese werden dann mit an sich bekann- 
ten, zu Injektionszwecken geeigneten Mitteln oder Losungen 
rekonstituiert • Als Injektionsmedium kommt vorzugsweise Was- 
ser zur Anwendung, welches die bei Injektionslosungen iibli- 
chen Zusatze wie Stabilisierungsmittel , Losungsvermittler, 
Puffer und isotonische Zusatze, beispielsweise eine physiolo- 
gische NaCl-Konzentration, enthalt. Derartige Zusatze sind 
beispielsweise Mannit/ Tartrat- oder Citrat-Puf fer, Ethanol, 
Komplexbildner wie z. B. Ethylendiamintetraessigsaure und 
deren nicht-toxischen Salze, sowie hochmoXekulare Polymere, 
wie fliissiges Polyethylenoxid zur Viskositatsregulierung. 
Fliissige Tragerstoffe fiir Injektionslosungen miissen steril 
sein und werden vorzugsweise in Ampullen abgefullt, 

SchlieSlich beinhaltet die vorliegende Erfindung auch die 
Verwendung von in Position -1 methioninfreiem G-CSF a.us Pro- 
karyonten zur Herstellung von erfindungsgemaBen pharmazeuti- 
schen Praparaten. 
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Fur den Fall, daS man bei Spaltung eixies beliebigen fusio- 
nierten Proteins durch das erf indungsgemaBe Verfahren als 
resultierendes Produkt ein Protein X-Pro-A erhalt (wobei x 
eine beliebige Aminosaure udii A eine beliebige Sequenz von 
Aminosauren bedeutet), welches an seinem Aminoterminus , je- 
doch ein unerwunschtes Dipeptid X-Pro tragt, dann kann dieses 
unerwiinschte Dipeptid als Teil des erfindungsgemaBen Verf ah- 
rens durch die weitere Behandlung mit Dipeptidylaminopeptida- 
sen (DPAP) abgetrennt werdeft. Dipeptidylaminopeptidasen 
wurden bisher bei einer. Rfeihife von Mikroorganismen , Insekten, 
Amphibien und in verschiedenen raenschli- chen Geweben gefun- 
den. Sie dienen z.B. zur schrittweisen Pro-zessierung von 
VorlSuf erproteinen und besitzen zum Teil ausgeprSgte Spezif i- 
tat fiir den aminoterminalen Abbau des Dipeptids X-Pro (X-Pro- 
DPAPase; G. Kreil, Trends in Biochemical Sciences 15, 23-26, 
1990). Durch die erfindungsgemaSe Kombination von Igase und 
X-Pro-DPAP konnen daher erwiinschte Proteine mit beliebigen 
aminoterminalen Aminosauren hergestellt werden. 

Mit der oben beschriebenen Kombination von Igase und X-Pro- 
DPAP gelingt es nun, auch ptetelne mit einer anderen N-termi- 
nalen Aminosauresequenz aus Prokaryonten in Position -1 me- 
thioninfrei herzustellen. Dazu wird isunachst ein Fusionspro- 
tein gewonnen, welches die Aminosauresequenz Met-Y-Pro- • • x- 
Pro-A besitzt, wobei nun in- diesem Falle die Aminosaurese- 
quenz A ohne die beiden N-terminalen AminosHuren X-Pro der 
erwUnschte Anteil des zu expiimierenden Proteins ist. 

Das Expressionsprodukt der prokarydntischen Zelle mit der 
Aminosauresequenz Met-Y-Pro-'i • X*Pro-A wird zunSchst mit IgA- 
Protease gespalten, so daB ein erstes Spaltprodttkt mit der 
Aminosauresequenz X-Pro-A entsteht. 

Dieses Protein kann nun, wie oben beschrieben, mit einer 
Dipeptidylamino-Peptidase bshaixdelt werden, = welche spezif isch 
die Sequenz X-Pro erkennt und hinter Pro spaltet. Somit ent- 
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steht ein zweites Spaltprodukt mit der an sich beliebigen 
Aminosauresequenz A. Das erf indungsgemaBe Verfahren erweist 
sich somit als auBerst niitzlich zur Herstellung verschieden- 
ster Proteine ohne N-terminalen Methionin-^Rest und isft nicht 
nur auf die Herstellung von Proteinen mit der N-terminalen 
Sequenz X-Pro beschrankt, wobei X vorzugsweise fiir Ser^ Thr 
Oder Ala steht. 

SchlieSlich beinhaltet die Erf indung auch eine rekombinante 
DNA^ die einen fiir eine (oben definierte) IgA-Protease-Erken- 
nungsstelle kodierten Bereich enthalt und zum Einbau in eine 
Uber gangs stelle von fusionierten Proteinen geeignet ist. 
Vorzugsweise handelt es sich dabei um ein chemisch syntheti- 
siertes DNA-Fragment , an dessen Enden sich giinstigerweise 
eine oder mehrere geeignete Restriktionsschnittstellen befin- 
den. 

Begrif f sdef initionen : 

Das erf indungsgemaBe Verfahren beinhaltet die biotechnologi- 
sche Gewinnung erwunschter Proteine. Unter biotechnologisch 
ver steht sich in diesem Zuseonmenhang, daB ein erwiinschtes 
Protein oder ein Zwischenprodukt desselben unter Verwendung 
gentechnologischer Mittel und anderer biotechnologischer 
Verfahren (z.B. der Fermentation von Mikroorganismen ) hervor- 
geht • 

Ein erwiinschtes Protein ist ein Zwischenprodukt oder ein 
Endprodukt, das z.B. im Bereich der Medizin, der Forschung, 
im Umweltschutz oder bei industriellen Prozessen bzw. Produk- 
ten Verwendung finden kann« 

Das erf indungsgemaBe Verfahren beinhaltet ,^ daB ein erwiinsch- 
tes Protein aus einem fusionierten Protein (auch als Protein- 
fusion bezeichnet) gebildet wird, wobei sich das fusionierte 
Protein bzw. die Proteinfusion aus mehreren kovalent mitein- 
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ander verbundenen Fasionspartnern zusanimensetzt . Dabei stellt 
wenigstens einer der Fusionspartner ein erwiinschtes Protein 
dar* Die Reihenfolge der Fusionspartner und deren Widerho- 
lungsgrad in einem fusioniertian Protein ist beliebig; vor- 
zugsweise besteht sie jedoch aus einem aminoterminalen Tra- 
gerprotein und einem carboxyterminalfen erwunschten Protein. 

Ein Tragerprotein bzw. ein Trageranteil dient dazu, dem er- 
wiinschten Protein in Form eines fusionierten Proteins beson- 
dere Eigenschaften zu verleihen. Derartige Eigenschaften 
konnen sich beispielsweise in einer erhohten Stabilitat der 
fusionierten Proteine auBernr, die auf strukturellen Besonder- 
heiten und damit einhergeherid hSherer Resistenz gegeniiber 
zellularen Proteasen oder aber auf dem' Transport der fusio- 
nierten Proteine in eine Umgi^bung mit gieringer proteolyti- 
scher Aktivitat beruhen. Dariiber hinau^ konnen im Tragerpro- 
tein Eigenschaften enthalteniseiii^ die eine effiziente Reini- 
gung der fusionierten Proteine erlatiben. Dazu gehSrt z.B. die 
Bindung von bestdLmmten Liganden in Zusammenhang mit af f ini- 
tatschromatographischisn Methodeh, die- Ablagerung der fusio- 
nierten Proteine in mit geringem AufWand abtrennbaren Prazi- 
pitationskorpern und der Tr^^sport der Proteine an leicht 
zugangliche Orte* 

4 . . 

Die Bereiche innerhalb eihes fusidnierten Proteins, in denen 
die Komponenten (Tragei^prbtisine und erwiinschte Proteine) 
eines fusionierten Proteins miteihander in Verbindung treten 
werden als Ubergangsreglonieh bezei^hnet. 

Eine jede Ubergangsregion kann durch eine oder mehrere Amino- 
saureabfolgen definiert seinw Die Aminosaureabf olgen (wie 
auch alle iibrigen Folgen voft Amino saur eh und Proteinen) wer- 
den von aminoterminal (linlks ) in Richtung carboxyterminal 
(rechts) verstanden und dargestellt. 
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Im Rahmen des erf indungsgemaBen Verfahrens enthalten all 
diejenigen Aminosaureabf olgen in Ubergangsregionen^ die durch 
IgA-Proteasen spaltbar sein sollen^ die erf indtingsgemaSe 
Spal1;seguenz bzw. Erkennungssequenz. 

Diejenige Stelle zwischen zwei Aminosauren einer Aminosau- 
reabfolge, an der die Spaltung von fusionierten Proteinen 
bzw. Proteinfusionen erfolgt, wird als Spaatstelle bezeich- 
net. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren beinhaltet die enzymatische 
Spaltung von fusionierten Proteinen in den Ubergangsregionen 
durch IgA-Protease. Unter IgA-Protease bzw. Igase werden im 
Rahmen des erf indungsgemaBen Verfahrens die IgA-Protease des 
Stammes Neisseria gonorrhoeae MS 11 und alle anderen mit die- 
ser Protease auf Nuldeotidebene und in ihrem BildungsprozeS 
verwandten Enzyme verstanden.. Hierunter zahlen insbesondere 
ailch die IgA*-Proteasen der Genera Neisseria und Haemophilus. 

Der Mikroorganismus E.coli ED 8654 wurde unter der Nummer 
DSM 2102 bei der Deutschen Sammlung fttr Hikroorganismen, 
Griesebachstrafle 8, 3400 Gottingen hinterlegt. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele in Verbin- 
dung mit der Zeichnung erl^utert. 

In der Zeichnung stellen dar: 

Figur 1 zeigt schematisch die Proteinfusion zwischen dem 
Tragerprotein MS2-Polymerase (99 Aminosauren) und 
der S-Domane (Aminosaureposition 1195-1505) des 
IgA-Protease-Vorlaufers aus N. gonorrhoeae MS 11. 
Die Ubergangsregion zwischen diesen beiden Anteilen 
besteht aus 12 Aminosauren und enthalt die Spaltse- 
quenz -Pro-Pro- Thr-Pro- fiir Igase. Fur die Kon- 
struktion der Spaltstelle wurden die vier Oligonuk- 
leotide (1) bis (4) zwischen die Restriktions- 
schnittstellen Eco RI und Hindlll eingebaut. Die 
Herstellung des Polypeptids und die Spaltung mit 
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gereinigter Igase sind unter Beispiel 5 naher er- 
lautert. 

Figur 2 zeigt eine Proteinfusion bestehend aus dem Trager- 
protein (99 Aininosauren der MS2-Polymerase und 6 
Plasmid-kodierte Aminosauren) und 206 Aminosauren 
vom CD8-Protein menschlicher T-Lymphozyten. In der 
Aminosaureabf olge des CD8-Proteins befindet sich 
eine natiirliche Spaltsequenz ^ die durch Igase ge- 
spalten wird (siehe Beispiel 6). 

Figur 3 zeigt die Proteinfusion B63*> die xnittels eines 
Expressions-Sekretioris systems von E.coli-Zellen 
produziert wurde. Sie besteht am Aminoende aus der 
Choleratoxin B Uiitereinheit (103 Aminosauren), 
gefolgt von einer Verbindungsregion (11 Aminosau- 
ren) mit der Igase Spallistelle und am Carboxylende 
einem Teil (Aminosaureposition 1097-1160) der B- 
Domane des IgA-Protease-Vorlauf ers . Die Igase 
Schnittstelle wurde mittels der beiden Oligonukleo- 
tide Tk006 und Tk007 zwischeii die beiden Proteindo- 
manen eingebaut» 

Figur 4 zeigt schematisch die Proteinfusionen B49 und B59, 
Sie bestehen aus dfer Choleratoxin B Untereinheit 
und der S-Domane des IgA-Protease-Vorlauf ers. Zwi- 
schen diesen Anteilen erithalten sie zwei unter- 
schiedliche Ubergangsregionen mit zwei verschiede- 
nen Igase-Spaltseguenzen ( -Pino-Pro-Ala-Pro- und - 
Pro-Pro-Thr-Pro- ) . Die Spaltsequenz wurde mit syn- 
thetischen Oligonukleotiden konstruiert (siehe 
Figur 3) . 
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Beispiel 1 

Konstruktion eines Plasmids 2ur Expression eines Methionin 
freien G-CSF. 

Die Konstruktion wird unter Verwendung des Expressionsvektors 
pPZ07-ingllac (WO 88/09373) durchgef uhrt * Dazu wird der Ex- 
pressionsvektor pPZ07-iiigllac mit Nco I gespalten und die 
iiberstehenden Enden mit Mung bean Nuklease entfernt. An- 
schlieSend wird der Vektor mit Bam HI nachgespalten. Die IgA 
Erkennungssequenz wird auf DNA-Ebene iiber folgende Oligonu- 
kleotide bereitgestellt. 
Oligonukleotid A: 

5' AAT TCG GAG GAA AAA TTA ATG ACA CCA CTG CGA CCT CCT ACA 
CCA CTG GGC CCT G 3' 
Oligonukleotid B 

5' GAT CC AGG GCC CAG TGG TGT A6G AGG TCG CAG TGG TGT CAT TAA 
TTT TTC CTC CGA ATT 3' 

Die beiden Oligonukleotide werden in aguimolaren Mengen zu* 
sammengegeben und in ca. einem 100-fachen UberschuB in den 
wie oben beschriebenen gespaltenen Vektor pPZ07-mgllac einge- 
fiihrt. Nach Religierung werden auf iibliche Weise kompetent 
gemachte Zellen von E.coli K12 transf ormiert. Nach bekannten 
Methoden wird die DNA aus den Zellen isoliert und mit Apa I 
und Bcua HI gespalten. Ein ca« 520 bp langes G--CSF- Fragment 
wird unter Verwendung der Restriktionsendonukleasen Apa I und 
BamHI aus der G-CSF Sequenz (Science 232 (1986)^ 61-65) iso- 
liert. Dieses Fragment wird in den ebenfalls mit Apal und 
BamHI gespaltenen Vektor einligiert. 



Beispiel 2 



Zusatzlich zu der IgAl-Erkennungssequenz kann das Fusi- 
onsprotein auch noch Peptide als Reinigungshilfe enthalten. 
Diese kSnnen aus der DNA die Streptavidin kodiert bestehen. 
Dazu wird ein Streptavidin Gen (WO 89/03422) in das richtige 
Trans lationsraster vor die IgA-Protease Erkennungssequenz 
kloniert. 

Beispiel 3 

Mit dem in Beispiel 1 beschriebenen Plasmid werden E.coli 
K12-Zellen (ED 8654, DSM 2102) transfonniert, auf den Anti- 
biotikamarker (Ampicillin) selektioniert und das Plasmid 
durch Restriktionsanalyse charakterisiert . Ein solcher Klon 
wird zur Anzucht und Expression von 6-CSP verwendet. Die 
Zellen werden einem Vollmedium angezogen. Dieses Medium ent- 
halt pro Liter 16 g Bactotrypton (Difco), 10 g Hefe Extrakt 
(Difco) und 5 g Natriumchlorid. Die Zellen werden bis zu 
einer OD 546 von 2,0 wachsen gelassen und dann mit 10* ' mol/1 
IPTG induziert. Nach weiteren 4 h werden die Zellen durch 
Zentrifugation geerntet, mit Lysozym/EDTA aufgeschlossen und 
das G-CSF als inclusion bodies (IB's, vgl. EP-A 0 219 874) 
isoliert . 

Die Denaturierung bzw. Renaturierung der isolierten unlosli- 
chen G-CSF-Fusionspartikel wird, wie in EP-A 0 219 874 be- 
schrieben, durchgef iihrt . Die Denaturierung erfolgt durch 
Dialyse gegen 6 mol/1 Guanidin-Hydf ochlorid, Es kann hier 
bereits ein Aliquot entnoromen werden und nach Dialyse gegen 
5 mmol/1 Kaliumphosphatpuffer pH 7 fur die Spaltung mit IgA- 
Protease (Bsp. 4) eingesetzt werden. 

Alternativ erfolgt nach der Denaturierung in Guanidin-Hydro- 
chlorid eine Dialyse gegen einen 5 mmol/l Kaliumphosphatpuf- 
fer pH 7 der 1 mmol/1 GSH und 3 mmol/1 GSSG enthalt. Nach 
Renaturierung erfolgt hier ebenfalls eine Dialyse gegen 
5 mmol/1 Kaliumphosphatpuffer pH 7. 
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Beispiel 4 

Spaltuna des Fusionspro tein mit loAl-Protease zur Herstelliing 
eines nativen G-CSF ohne Methi onin in Position- 1 

IgAl-Protease wird wie in EMBO Jour. 3 (1984), 1595-1601 
beschrieben isoliert. Zu 10 jig nach Beispiel 3 renaturiertem 
bzw. denaturiertem G-CSF werden 2-5 IgA-Protease gegeben 
und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. liber verschiedene 
lonenaustauschersaulen wie Mono-Q oder Mono-S kann das me- 
thioninfreie G-CSF isoliert werden. Proteinsequenzierung des 
aminoterminalen Endes ergibt, daS das gereinigte G-CSF mit 
der korrekten Aminosaurefolge Thr(+l)-Pro(+2 ) beginnt. 

Beispiel 5 



Herstelluna e iner Proteinf usion und Spaltuna unloslicher 
Protein-Aggreaate aus "Inclusion Bodies" an f - iner Tcp^s^ «p ^- 
zifischen Sehnittstelle. 

Der prokaryontische Expressionsvektor pEX31C (K. Strebel, 
Journal of Virology 57, 983-991, 1986) wurde in solcher Weise 
modifiziert, daB eine mit diesem System in E.coTi-Zellen 
uberproduzierte Proteinfusion durch Igase in das Tragerpro- 
tein und das eirwiinschte Protein aufgespalten werden konnte. 
HierfUr wurde aus synthetisch hergestellten Oligonukleotiden 
ein doppelstrangiges DNA-Fragment zusammengesetzt, welches 
f fir die Aminosaureseguenz Thr-Pro-Ala-Pro-Arg-Pro-Pro- ' • Thr- 
Pro kodiert. Dieses DNA-Fragment wurde mit gentechnologischen 
Hethoden in die EcoRI-Schnittstelle des Express ions vektors 
pEX31C eingesetzt. Darfiber hinaus wurden direkt angrenzend in 
die Hindlll-Schnittstelle zwei weitere synthetische DNA-Frag- 
mente eingeffigt, welche eine Reihe geeigneter Schnittstellen 
fiir Restriktions-Endonukleasen und Terminations-Signale fur 
die an der Genexpression beteiligten bakteriellen Enzj^e 
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enthielten. In das so entstkndene Expessionsplasmid pEV37 
wurde unter Benutzung der Schnittstellen fiir Snal und Hindlll 
ein DNA-Fragment eingeaetzt.;. . das fSr die B-Domane des IgA- 
Frotease^Vorlauferproteins aus. Neisseria gonorrhoeae MS 11 
kodiert. Dadurch entstand ein hybrides Gen, bei dessen Aus- 
pragung in E.coli ein Fusionsprotein gebildet wurde. Dieses 
enthielt am Aminoende als Tragerprotein 99 AminosEuren der 
MS2-Polymerase, gefolgt von einer zentfalen Ubergangsregion 
von 12 Aminosauren mit der Igase Spaltseguenz und der ge- 
wiinschten B-Domane am Carboxylende (siehe Figur 1), Mit ge- 
reinigter Igase lieB sich: die B^Dbmane^^. yora Carboxylende der 
Proteinf usion an der Spalts-telle Paeo- ' • Thr innerhalb der 
iibergangsregion abspalten. 

Das Plasmid mit dem hybriden Gen wurde- durch Transformation 
in E.coli Zellen eingebraclit, die f Qr die regulierbare flber- 
produktion der Proteinf usion • di^k Regulationsfaktor 01*5 7 ^us 
dem Bakteriophagen Landbdk lenthielten (E. Remaut, Gene 22, 
103-113, 1983). Durch T^perliturerhiShung von 28 auf 42 "C 
wurde der CI « 5 7 _Repress!or inaktiviert. und inf olgedessen die 
Proteinproduktion in den rekombinanten E.coli-Zellen akti- 
viert. Hierzu wurden 50 ml einer 12 h bei 28'*C gewachsenen 
E.coli-Kultur in 200 ml, zuyor auf 45''C vorgewarmtes Medium 
fiberfiihrt und 2 Stunden bei 42 "C weiter kultiviert. In diesem 
Schritt wurde die Proteinf u$ioh im Zytoplasma dier Bakterien 
in groBen Mengen in Form von ^Incluaiofa Bodies" angereichert. 
Die Bakterien wurden danach durch Zentrifugation geerntet, in 
20 ml Lysepuffer (10 % Saccharose, 50 nM Tris/HCl pH 8,0, 1 
mM EDTA) suspendielct und nach Zio^kbe vcm 400 ^1 Lysozymlosung 
(5 mg/ml) 30 min bei 22"C ii^biert* Das Detergenz Triton X- 
100 wurde bis zu einer Endko:ateentfatioh von 0,1 % zugegeben 
und die Losung erneut 30 min inkubiert. Die bei der Lyse der 
Zellen freigesetzte DNA wurde durch Ultraschall-Behandlung 
zerkleinert, die unloslichen Bestandteile, u.a. die in Prazi- 
pitationskorpern vorliegende Proteinf usion, wurden abzentri- 
fugiert und anschlieflend in 5 ml HINTE-Puffer (1 M Harnstoff, 
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50 mM NaCl, 50 mM Tris/HCl pH 8^0^ 1 mM BDTA) gewaschen. Nach 
erneutem Abzentrifugieren wurde das Sediment durch Beschallen 
in 5 ml PBS-Puffer {20 mM Kaliumphosphat , pH 7,5, 140 mM 
NaCl) suspendiert und gewaschen. Dieser Vorgang wurde mehr- 
fach wiederholt, urn Harnstof f-Riickstande vollstandig zu ent- 
fernen. SchlieSlich wurde die unlosliche Fraktion, die das 
Fusionsprotein enthielt, durch Beschallen in 5 ml PBS-Puffer 
suspendiert « 

Die Qualitat und die Menge der suspendierten Proteinfusion 
wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (12,5 %) 
und anschlieBender Farbung mit Coomassie-Blau bestimmt. Zur 
Spaltung wurde die Proteinsuspension in einem Enzym/Substrat- 
Verhaltnis von 1/100 (W/W) 3 h bei 37°C inkubiert. Die er- 
folgte Spaltung der ungereinigten und unloslichen Proteinfu- 
sion wurde durch analytische SDS-Polyacrylamid-Gelelektropho- 
phorese untersucht, wobei sich ergab, daB ein Polypeptid in 
der fiir das S -Protein erwarteten GroSe entstanden war. Dieses 
Protein wurde auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen und 
einer automatisierten Sequenzanalyse unterworfen. Die Abfolge 
der endstandigen Aminosauren biestatigte seine Entstehung aus 
der Proteinfusion durch korrekte Spaltung an der vorhandenen 
Igase-Spaltstelle • 

Bei der Spaltung wurden jedoch nur bis zu etwa 50. % der Ge- 
samtmenge des eingesetzten Substrats umgesetzt. Durch Zugabe 
groBerer Mengen Igase und durch langere Reaktionszeiten konn- 
te keine Steigerung erzielt werden. Dies deutet darauf hin, 
daS im ungeschnittenen Anteil des Fusionsproteins die 
Schnittstelle fiir Igase nicht zuganglich ist. Hybridprotein 
und Spaltprodukte lagen auch nach der Inkubation mit Igase 
weiterhin in Form unloslicher Aggregate vor und lieBen siqh 
demzufolge aus der Suspension durch Zentrif ugation sedimen- 
tieren. 
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Spaltungs-Ausbeuten bis zu 90 % wurdep erzielt, wenn anstatt 
der unsauberen "Inclusi,qn Body "-Frakt ion eine Proteinfusion 
eingesetzt wurde, die zuvo? einem zusatzlichen Aufreinigungs- 
schritt unterworfen worden^^ear. Dazu worde das unlosliche 
Sediment nach dem Waschen iu HINTE-Puffer (s.o^) in 5 ml 
H7NTE-Puffer (7 M Harnstoff , 50 mM NaCl^ 50 mM Tris/HCl pH 
8,0, 1 mM EDTA) aufgenommen; UnlSsliche Anteile wurden durch 
Zentrifugation abgetrennt itad die ISsliche Praktion gegen 5 1 
PBS-Puffer bei 4''C dialysiexrt. Bei der Entfernung des Harn- 
stoffes durch Dialyse prSzipitierte das Fusionsprotein aus 
der L5sung in Form von unloslichen Aggregaten. Die ausgefal- 
lenen Aggregate wurden durch Ultraschall-Behandlung in eine 
feine Suspension iiberfiihrt und wie oben beschrieben mit Igase 
gespalten und analysiert. 



Beispiel 6 

gpegifigche gpaltung einer renaturierten . iaslieh.> n ProHeiti, 
fusion mit laaae r 

Unter Verwendung des pEX-Escpressionssy sterna wurde ein Hybrid- 
protein hergestellt (siehe ,:^ispiel 1 ) , welches aus der MS2- 
Polymerase und einem Teil des CD8-Proteins menschlicher cyto- 
toxischer T-Lymphozyten besteht (siehe Figur 2). Nach der 
Vorreinigung und dem Lqsen des Proteins aus "Inclusion 
Bodies" in H7NTE-Puffer wuxs^e als weiterer Ileinigungsschritt 
ein praparatives 12,5 % SDS-Polyacryl«fflddgel eingesetzt. Die 
Proteinfusion wurde als einzelne Baiide nach dem Farben mit 
Coomassie-Blau aus dem Gel attsgeschnitten und anschlieBend 
nach der Methode von Hunkef^piller (Methods in Enzymology 91, 
227-235, 1983) vom Gelmateri^l getarennt. Die Elektroelution 
erfolgte dabei in TAE-Puff^r (40 mifl Tris/Acetat, pH 7,9) dem 
0,1 % SDS (Natriumlaurylsulfat) zugeis^tzt war. Das SDS wurde 
spater durch Dialyse gegen 1 TAEr-Puffer bei 22«C entfernt. 
In einer weiteren Dialyse wftde das Protein in Aufbewahrungs- 
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puffer (20 mM Kaliumphosphatr pfl 7^5, 140 mM NaCl, 50 % Gly- 
cerin) iiberfiihrt. Das somit erhaltene losliche Fusionsprotein 
wurde mit gereinigter Igase inkubiert (siehe Beispiel 5) und 
dabei vollstandig an einer im CDS-Molekiil enthaltenen Spalt- 
stelle ( -Pro-Pro- ^ • Thr-Pro-Ala- , siehe Figur 2) in zwei Poly- 
pep t id-Fragment e gespalten. Die Spezifitat der Spaltung wurde 
durch Analyse der Aminosaureabf olge am Aminoende des kleine- 
ren Spaltproduktes iiberpriift. Dabei ergab sich wie erwcurtet 
die Sequenz Thr-Pro-Ala-Pro-Thr-Ile . 



Beispiel 7 

Spezifische Spaltung einer 16slichen> aus Kulturiiberstianden 
aewonnenen Prot einf usio n mit laase. 

Fine Proteinf usion bestehend aus der Choleratoxin B Unterein- 
heit und einem Teil der b-Domane (Pos. 1097-1160; J. Pohlner, 
Nature 325, 458-462, 1987) des IgA-Protease-Vorlauf ers aus 
N. gonorrhoeae MSll wurde in loslicher Form aus Kulturiiber- 
standen rekombinanter E.coli-Zellen gewonnen* Um die beiden 
Proteinanteile voneinander trennen zu k5nnen, war in die 
iibergangsregion zwischeh der Choleratoxin B-Untereinheit und 
der B-Domane mit gentechnologischen Hethoden eine kiinstliche 
Spaltseguenz fiir Igase (Pro-Pro- ' •Thr-Pro-) eingesetzt wor- 
den. Hierfiir waren die Oligonukleotide Tk006 und Tk007 zwi- 
schen die Restriktionsschnittstellen EcoRI und SacII in der 
Ubergangsregion eingesetzt worden { siehe Figur 3 ) • Das Fusi- 
onsprotein wurde aus 2 1 Uberstand einer 12 h bei 37 ge- 
wachsenen Bakterienkultur durch Fallung mit Ammoniumsulfat 
angereichert und anschlieBend gegen 5 1 PBS-Puffer dialy- 
siert. Zur Spaltung wurde es in einer Konzentration von 50 
Jig/ml in PBS-Puf f er in einem Enzym/Substrat-Verhaltnis von 
1/50 (W/W) mit gereinigter Igase fiir 2 h bei 37*»C inkubiert. 
Eine Immunblot-Analyse zeigte, dafi das bei der vollstandigen 
Spaltung auftretende groBere Spalt fragment; in seinem Moleku- 
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largewicht und in seiner Reaktion mit Antiserum der naturli- 
chen Choleratoxin B-Untereinheit entsprach. 

Beispiel 8 

Spezifische Spaltuna von Proteinf usionen auf der Oberf lache 
gyainneqativei: 3akteyA^n ffittglg Iqase, 

Ein Expressions-Sekretions system wurde benutzt^ urn die Pro- 
teinf usionen TKB49 und TKB 59 bestehend aus der Choleratoxin 
B Untereinheit und der Iga-Protease B-Domane auf der Oberf la- 
che von rekoinbinanten Salmonellen nach auSen zu exponieren. 
Das fiir TkB49 kodierende hybride Gen enthielt in der Ober- 
gangsregion zwischen der Toxin- und der S-Domane die Origi- 
nal-Spaltsequenz (c) (-Pro-Pro- Ala-Pro- ) fiir die Igase. 
Dagegen wurde in das Gen fiir TkB59 ein kiinstliches DNA-Frag- 
xnent, bestehend aus den Oligonukleotiden Tk006 und Tk007 
zwischen die Restriktionsschnittstellen EcoRI und SacII ein- 
gesetzt^ das fiir die Spaltsequenz (-Pro-Pro- Thr-Pro-) ko- 
dierte (siehe Figur 3)* Wurden intakte Bakterien, die solche 
an ihrer Oberf lache verankerten Proteinf usionen trugen, mit 
gereinigter Igase inkxibiert, dann konnte die spezifische 
Spaltung an den Igase-Schnittstellen beobachtet werden* In 
Immunblot-Analysen wurde gezeigt, daB die bei der Spaltung 
auftretenden kleinen Spaltfragmente in ihrer GroBe und Reak- 
tion mit Antiserum der natiirlichen Choleartoxin B Unterein- 
heit entsprachen. 
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Beispiel 9 

AufreiniQuna aktiver Igase aus KulturSberstS nden rekombinan- 
ter E.coli-Ze3.3.en 

Rekombinante E.coli C600 Zellen, die das Plasmid pEXlOVQ {DE 
36 22 221.6} mit einem modif izierten IgA-Froteasegen enthal- 
tsn, sekretieren die aktive Igase in den Kulturiiber stand. 
Durch Heinbranfiltration konnte das Enzym iin Kulturiiberstand 
angereichert und anschlieSend mit Ainmoniumsulf at (0,42 g/ial) 
aus der Losung ausgefallt werden. Nach Zentrifugation wurde 
das Sediment in Biorex-Puffer (50 mM Kalius^hosphatr pH 7,0, 
8,6 % Glyzerin) gelost (1 ml Puffer pro 1 1 Kulturiiberstand) , 
durch Dialyse gegen 2 1 Puffer aguilibriert utid anschlieSend 
einer Kationenaustausch-Chromatographie (Biorex70) unterwor- 
fen. Die gebundene IgA-Protease wurde in einem Schritt mit 
Elutions-Puf f er (500 mM Kaliumphosphat, pB 7,0, 8,6 % Glyze- 
rin) von der Saule eluiert und f raktioniert . IgA-Protease 
enthaltende Fraktionen wurden anschlieBend durch SDS-Polyac-- 
rylamid-Gelelektrophorese (12,5 %) analysiert. An diesem 
Punkt der Aufreinigung ergab sich ein durchschnittlicher 
Reinheitsgrad von > 90 %• Fiir die Darstellung der Igase in 
reiner Form wurden eine Gelf xltratxon mit Sephacryl HR300 in 
Biorex-Puf fer, gefolgt von einier weiteren Kationenaustausch- 
Chromatographie (s.c), durchgef lihrt. Die Aktivitat der Igase 
wurde durch Inkubation mit IgA 1-Antikorpern und Auftrennung 
der entstandenen Spaltprodukte im SDS-Polyacrylamidgel gete- 
stet • 
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Beispiel 10 

Konstruktlon eines Plasmides zur Expression eines 
methioninfreien Interleukin 3: 

Die Konstruktion wird unter Verwendung ^^des Expressionsvektors 
pPZOV-mglac (WO88/09373) durchgef iihrt • £)9azu wird der Expres- 
sionsvektor pPZ07-mgllac mit NCOI gespailten und die iiberste- 
henden Enden mit Mung bean Muklease entfernt. AnschlieBend 
wird der Vektor mit Bam HI nachgespalten* Die optimierte 
aminoterminale Region des Fusipnsproteins wird auf DIIA-Ebene 

fiber folgende Oligonukleotide bereitgestellt : 

.* 

Primer lA: 

5 ' AATTCGGAGGAAAAATTAATGAAAGQCJ^CGTTTTAAAAAACATGTCGA^ 
GAG 3' 

Primer IB: 

5 ' GGATCCTCCATGGTCGACyiTGTTTTirTAZUUVCGiPTTGGCTra 
TCCGAATT 3' 

fieide Oligonukleotide werden in eguimolaren Mengen zusammen- 
gegeben und in ca« 100-fachem Dberschuss in den wie oben 
beschriebenen gespaltenen Vektor pPZ07-^mgllac eingefiihrt. 
Nach Ligation werden auf iibliche Weise'^kompetent gemachte 
Zellen von E.coli K12 transformiert. Nach bekannten Methoden 
wird die DNA aus den Zellen isoliert, mit Sail /Bam HI gespal- 
ten und mit einem DNA Fragment, das die kodierende Region von 
Interleukin 3 ohne Signalseguenz enthalt (nachfolgend be- 
schrieben), ligiert. 

Die Bereitstellung der kodierehden Region von. Interleukin 3 
mit der Erkennungsregion fiir IgA Prot^se auf DNA-Ebene er- 
folgt uber die bekannte TechnJLk der PGR, indem eine PCR--Reak- 



tion mit der c-DNA von Interleukin 3 als Template und mit 
nachstehend beschriebenen Primern durchgefiihrt wird: 

Primer 2A: 

5' AAGCTTGTCGACCCACGTCCACCAGCTCCCATGACCCAGACAACGCCC 3' 
Primer 2B: 

5' TTCGTTGGATCCCTAAAAGATCGC6AG6CTCAAAGT 3' 

Das resultierende PGR Fragment wird mit den Enzymen Sal I und 
Bam HI nachgeschnitten und kann so direkt in die oben be- 
schriebene Vektor-DNA eingefiigt werden und kovalent mit Hilf e 
von Ligase verbunden werden* 

Nach Transformation der DMA in einen geeigneten Wirt, z.B« 
E.coli K12 C600, kann II 3 in E.coli in Form von Rb's synthe- 
tisiert und anschlieBend isoliert werden. Wie fiir G-CSF be- 
schrieben wird eine De-und Renaturiexning des Proteins durch- 
gefiihrt und das renaturierte Protein mit IgA-Protease gespal- 
ten. Das so hergestellte met-freie II 3 kann nach weiteren 
Reinigungsschritten zur Therapie eingesetzt werden. 

Bei spiel 11; 

Konstruktion eines Plasmids zur Expression, eines Methionin 

freien Interleukin 2 

Die Konstruktion kann unter Verwendung des Expressions vektors 
pPZ07-mgllac {W088/09373) durchgefiihrt werden der nach Inser- 
tion der Primer lA und IB wie in Beispiel 10 beschrieben mit 
Sall/Bam HI gespalten wurde. Die Bereitstellung der kodieren- 
den Region von Interleukin 2 mit der IgA-Protease Erkennungs- 
region auf DNA-Ebene. erfolgt iiber die Methode der PGR, indem 
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eine PCR-Reaktion mit . der c-DNA von Interleukin 2 als Templa- 
te und den Primern 3A und 3B^ die ebenfalls die Erkennungsre- 
gion fiir die IgA-Protease kddieren.^ durchgefuhrt wird. 

Primer 3A; 

5' AAGCTTGTCGACCCACGTCCACCAdCACCTACTTCAAGTTCTACAAAG 3' 
Primer 3Bs 

5' TTCGTTGGATCCTCAAGTTAGTGTtGAGATGATGCTTT 3' 

Das so erhaltene PCR-Fragment wird mit den Enzymen Sail und 
Bam HI nachgeschnitten und kann so direkt in die oben be- 
schriebene Vektpr DNA eingefSgt werd^n. Das weitere Vorgehen 
erfolgt wie bei II 3 beschrleben.In dem vorhergehenden Bei- 
spiel wurde beschrieben wie durch geeignete Verwendung der 
IgA-Protease Erkennungsschnitts telle und dem weiteren Verfah- 
ren Methionin-freie therapeutische Ptotisine hergestellt wer- 
den kSnnen, die mit der Aminosaureseguenz Ala Pro beginnen. 
Weitere Proteine, die analog den vorher beschriebenen Bei- 
spielen Methion-frei hergestellt werden konnen und zwar unter 
Verwendung von Oligonukleotiden die eipnal die Erkennungsre- 
gion fiir die IgA-Protease so^^ie eine Region enthalten die 
analog dem 5' bzw. dem 3' Elide der ^>«tblizierten ' Sequenz ent- 
spricht und damit iiber PCR-Afiiplifikation bereitgestellt wer- 
den konnen. Im folgenden sind weitere therapeutisch relevante 
Proteins aufgefuhrt, die in der reifen natiirlicherweise vor- 
kommenden Form mit Ala Pro beginnen und daher nit dem 
erf indungsgemaBen Verfahren in analoger Weise hergestellt 
werden konnen: 

Cathepsin L (EC 3.4.22.15), Mason, R.W. et al. Biochem. J. 
240, 373-377, 1986. 

Erythropoietin, Lai, P.H. et al. J. Biol. Chem. 261, 
3116-3121, 1986. 
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Interleu3cin-1 beta, Zsebo, K.M. et al. Blood 71, 962-968, 
1988. 

Osteonectin, Fisher, L.W. et al. J. Biol. Chem. 262, 9702- 
9708, 1987. 

Type IV collagenase. Collier I.E. et al, J. Biol. Chem. 263, 
6579-6587, 1988. 

Weiterhin konnen auf diese Weise Proteine hergestellt werden, 
die in der reifen Form mit der Aminosaureseguenz Ser, Pro 
beginnen. Als Beispiel sind hier zu nennen? 

Alpha-1 antitrypsin. Hill, R.E. et al. , Nature 311 , 175-177, 
1984. 

Atrial natriuretic factor, Kambayashi, Y. et al., FEBS Lett. 
259, 341-345, 1990. 

Weitere Beispiele fiir Proteine die in ihrer reifen Form mit 
Thr Pro beginnen und die therapeutische relevant sein konnen 
sind zum Beispiel: 

Complement factor B, Campell, R. D. et al., Proc. Nat. Acad. 
Sci. 80, 4464-4468, 1983. 

Apolipoprotein A, Eaton, D.L. et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 
84, 3224-3228^ 1987. 



Nachstehend ist die HinterlegungsemgcUae fur den erwahnten 
Hikroorganlsmus aufgefuhrt. 
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PATENTANSPRUCHE 



Verfahren zur enzymatischen Spaltung von fusionierten 
Proteinen und Gewinnung von erwiinschten Anteilen dieser 
fusionierten Proteine^ 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man 

(1) mit gentechnischen Mitteln eine Ubergangsregion^ in 
der zwei Anteile des fusionierten Proteins mitein- 
ander verbunden sind, so modif iziert^ daB in dieser 
Ubergangsregion mindestens eine IgA-Protease-Erken- 
nungsstelle mit der Aminosauresequenz Y-Pro- * • X-Pro 
entsteht, wobei X eine beliebige Aminos aure und Y 
eine oder mehrere beliebige Aminosauren sein kann, 

(2) das aus Schritt (1) resultierende fusionierte Pro- 
tein durch IgA-Protease an der mit • ' • bezeichneten 
Position der Erkennungss telle spaltet und 

(3) nach der Spaltung einen Oder mehrere erwiinschte 
Anteile des fusionierten Proteins gewinnt. 

Verfahren nach Anspruch 1^ dadurch 
gekennzeichnet, daS man die Modif i- 

zierung der Ubergangsregion eines fusionierten Proteins 
durch Einbau von Nukleotidsequenzen bewirkt^ die fur 
eine IgA-Protease-Erkennungss telle oder einen Teil davon 
ko- dieren^ wobei die Mukleotidsequenzen vor oder /und 
hinter eitien oder mehrere DNA-Abschnitte eingebaut wer- 
den, die fiir erwunschte Anteile des fusionierten Pro- 
teins kodieren. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet^ daS man ein fusio-. 

niertes Protein modif iziert, das ursprunglich keine 
natiirliche IgA-Erkennungsstelle aufweist. 



4 . Verfahren nach einem der yorhergehenden Anspriiche , 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Ubergangsregion eines fusionierten Proteins 
modif iziert , welches neben einem erwiinschten Anteil noch 
einen oder mehrere Trageranteile enthalt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennz^eichnet, 
daB der Trageranteil des fusionierten Proteins einen 
Teil der B-Galactosidase enthalt* 

6. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB der Trageranteil des fusionierten Proteins mehrere 
geladene Aminosauren oder/und ein an spezif ische Sub- 
stanzen mit hoher Af f initat bindendes Protein oder Poly- 
peptid enthalt. 

7. Verfahren nach einexn der yorhergehenden Anspriiche, 
dadurch . gekennzeichnet, 
daB X Ser, Thr oder Ala bedeutet. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch g e e n n z e i c h n e t , 

daB X Ser oder Thr bedeutet. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB y mit der Sequenz Pro, Pro- Ala, Arg-Pro, Pro-Arg- 
Pro, Ala-Pro-Arg-Pro oder Pro-?Ala-Pro-Arg-Pro endet. 



10. Verfahren nach Anspruch 9^ 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die IgA-Protease-Erkennungsstelle die Amitiosaurese- 
guenz 

a) Pro-Ala-Pro- ' • Ser-Pro^ 

b) Pro-Pro- * • Ser-Pro, 

c ) Pro-Arg-Pro-Pro- * • Ala-Pro 

d) Pro-Pro* ' • Thr-Pro^ 

e ) Ala-Pro-Arg-Pro-Pro* ■ • Thr-Pro oder 

f ) Pro-Ala-Pro-Arg-Pro-Pro- ' • Thr-Pro 
besitzt. 

11* Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man 

(1) eine Zelle mit einer rekoxnbinanten DNA oder/und 
einem rekombinanten Vektor trans formiert, wobei die 
DNA bzw* der Vektor mindestens eine Kopie eines 
Gens enthaltf das fiir ein fusioniertes Protein 
kodiertf das mindestens eine IgA-Protease-Erken- 
nungsstelle in einer Ubergangsregion enthalt^ 

(2) die trans formierte Zelle in einem geeigneten Medium 
kultiviert^ 

(3) das fiir das fusionierte Protein kodierende Gen in 
der transformierten Zelle zur Expression bringt, 

(4) das fusionierte Protein mit IgA-Protease spaltet 
und 

(5) einen oder mehrere erwiinschte Anteile des fusio- 
nierten Proteins isoliert* 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, 
daiQ man das fusionierte Protein im Medium nach dem Zell- 
auf schluB oder/und nach Abtrennung von zellularen Pro- 
teinen mit einer IgA-Protease spaltet « 



13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch . ge. kennzeichnet, 
daS man zur Spaltung des fusionierten Proteins eine IgA- 
Protease verwendet, die aus pathogenen. Bakterienarten 
der Gattung Neisseria, insbesondere Neisseria 
gonorrhoeae und Neisseria meningitidis oder der Gattung 
Haemophilus, insbesondere Haemophilus influenzae und 
Haen^hilius aegypticus jjder von einer derartigen IgA- 
Protease durch Modif ikationen abgeleitetem Protein 
stammt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man zur Spaltung des fusionierten Proteins eine igA- 
Protease verwendet, die. aus eiiiem fiberproduzierenden , 
nicht-pathogenen Bakterienstamm gewonnen wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man zur Spaltung des fusionierten Proteins die IgA- 
Protease in immobilisierter Form vlerwendet. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 15, 
dadurch ge^^ennzeichnet, 
da6 man ein fusioniertes Protein spaltet, das in ISsli- 
cher, unloslicher, memb^anassoziierter oder zellgebunde- 
ner Form vorliegt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, 

dadurch g e k, e -n n z e i c h n e t , 

daS man ein fusioniertes Protein spaltet, das als unlos- 
licher Prazipitationskprper vorliegt . , 
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18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man zur Herstellung von rekombinanten Proteinen aus 
prokaryontischen Zellen ohne N-terminalen Methioninrest 
ein f usioniertes Protein niit der Sequenz Met-Y-Pro- ' • X- 
Pro-A, worin X eine beliebige Aminosaure und Y eine oder. 
mehrere beliebige Aminosauren und A eine beliebige Ami- 
nosaure sequenz bedeutet, mit einer IgA-Protease spaltet, 
wobei als Spaltprodukt ein Protein bzw. Peptid mit der 
Aminos aureseguenz X-Pro-A erhalten wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB der erwiinschte Anteil des fusionierten Proteins mit 
der Aminosauresequenz X-Pro beginnt. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS X-Pro-A fur menschlichen Granulozyten-Colonie stimu- 
lierenden Faktor (G-CSF) oder ein Derivat davon steht. 

21. Verfahren nach Anspruch 18, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man nach Spaltung mit der IgA-Protease den erwunsch- 
ten Anteil des fusionierten Proteins in einem weiteren 
Schritt mit einer Dipeptidyl-Aminopeptidase behandelt 
und auf diese Weise die N-terminale Sequenz X-Pro ab- 
spaltet . 

22. Verfahren nach Anspruch 21, 

dadurch gekennzeichnet, 
da3 man zur Abspaltung der N-terminalen Sequenz X-Pro 
eine XrPro-Dipeptidyl-Aminopeptidase verwendet. 



23. Pusioniertes Protein ^ das mehrere Polypeptidanteile 
enthalt, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB es in mindestens einer Ubergangsregion zwischen den 
jeweiligen Polypeptidanteilen eine oder mehrere IgA- 
Protease-Erkennungsstellen mit der Aminosaureseguenz 
Pro-J-X-Pro aufweist, wobei X eine beliebige Aminosaure, 
vorzugsweise Ser, Thr oder Ma bedeutet und Y eine oder 
mehrere beliebige Aminos^uren sein kann. 

24 • Pusioniertes Protein nach Anspruch 23, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS es die Aminosaureseguenz Met-Y-Pro* ' • X-Pro-A be- 
sitzt, woriii X und Y die obige Bedeutung be s it z en und A 
eine beliebige Aminosaureseguenz bedeutet. 

25. Pusioniertes Protein nach Anspruch 23 oder 24^ 
dadurch gekennzeichnet, 
daS Y die Sequenz Pro^ Pro-Ala, Pro-Arg-Pro, Ala-Pro- 
Arg-Pro oder Pro-Ala-Pro-Arg-Pro an ihrem Ende enthalt. 

26. Pusioniertes Protein nach einem der Anspriiche 23 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Aminosaureseguenz X-Pro-A fiir einen Granulozy- 
ten-Colonie-stimulierenden Faktor (G-CSF) oder ein Deri- 
vat davon steht. 

27. Rekombinanter G-CSP nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS er im wesentlichen ^antitativ. f rei von einem G-CSF 
mit N-terminalem Methioninrest ist. 

28. Rekombinanter G-CSF nach Anspruch 26 oder 27, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS er zu weniger als 0,1 % durch andere Proteine verun- 
reinigt ist. 



29. Rekombinanter G-CSF nach Anspruch 26 Oder 27, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB er zu weniger als 10"^ % durch andere Proteine ver- 
unreinigt und quantitativ frei von einem G-CSP ist, 
welcher einen N-tenninalen Methioninrest tragt. 

30. Ar zneimittel , enthaltend einen 6-CSF oder G-CSF-Derivat 
nach einem der Anspriiche 26 bis 29 als Wirkstoff und 
gegebenenfalls iibliche pharmazeutische Zusatz-, Hilfs- 
oder/und Tragermittel . 

31. Verwendung eines G-CSF-Derivats nach einem der Anspriiche 
26 bis 29 zur Herstellung von pharmazeutischen Prapara- 
ten gegebenenfalls unter Zusatz von ublichen pharmazeu- 
tischen Zusatz-, Hilfs-, Fiill- oder/und Tragerstof f en. 

32. Rekombinante DNA, 

dadurch gekennzeichnet, 
da6 sie fur ein fusioniertes Protein nach einem der 
Anspriiche 23 bis 29 kodiert. 

33. Rekombinanter Vektor, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB er eine oder mehrere Kopien einer rekombinanten DNA 
nach Anspruch 32 enthalt. 

34. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB sich die rekombinante DNA unter Kontrolle eines 
induzierbaren Expressionssignals befindet. 

35. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 33 oder 34, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB er ein prokaryontischer Vektor ist. 



Rekombinanter Vektor nadh einem der Anspriiche 32 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, 
da6 er ein Plasmid ist. 

Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS sie mit einer DNA nach Anspruch 32 oder einem Vektor 
nach Anspruch 33 bis 36 transf onaiert ist. 

Zelle nach Anspruch 37, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS sie eine prokaryontische Zelle ist. 
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